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(84) Bestimmungsstaaten (soweit nicht anders angegeben, fiir ~Veriffentlicht:
Jede verfiigbare regionale Schutzrechtsart): ARIPO (BW,

—  mit internationalem Recherchenbericht (Artikel 21 Absatz

GH, GM, KE, LS, MW, MZ, NA, SD, SL, SZ, TZ, UG, 3)

M, ZW), eurasisches (AM, AZ, BY, KG, KZ, MD, RU, .

TJ, TM), européisches (AT, BE, BG, CH, CY, CZ, DE, —  vor Ablauf der fiir Anderungen der Anspriiche geltenden
DK, EE, ES, FI, FR, GB, GR, HR, HU, IE, IS, IT, LT, Frist; Veroffentlichung wird wiederholt, falls Anderun-
LU, LV, MC, MK, MT, NL, NO, PL, PT, RO, SE, SL gen eingehen (Regel 48 Absatz 2 Buchstabe h)

SK, TR), OAPI (BF, BJ, CF, CG, CL CM, GA, GN, GQ,
GW, ML, MR, NE, SN, TD, TG).

Die vorliegende Erfindung betrifft eine Verbindung der Formel I, Ia und Ib, sowie ihre pharmazeutisch verwendbaren Tautomere,
Salze, Stereoisomere und die Enantiomeren, einschlieflich deren Mischungen in allen Verhéltnissen. Des Weiteren betrifft die
vorliegende Erfindung auch Verbindungen geméf der Formel Il zur Prophylaxe und/oder Behandlung von viralen Erkrankungen
und/oder Karzinomen, worin R', R? jeweils unabhéingig voneinander H, CHO oder Acetyl, R?, R* R® R¢, R7, R® R®, R'’, R!! je-
weils unabhéngig voneinander H, A, OSO,A, Hal, NO,, OR', N(R'),, CN, O-COA, -[C(R"),],COOR", O-[C(R1'%),],COOR",
SOsH, -[C(R®)].Ar, -CO-Ar, O-[C(R™)]nAr, -[C(R™)].Het, -[C(R™),].C=CH, O-[C(R),].C=CH, -[C(R™),].CON(R"?),, -
[C(R2),],CONREN(R'),,  O-[C(R'),],CON(R'),, O-[C(R"2),,CONR2N(R'),, NR2COA, NRZCON(R!), NRZSOA,
N(SO:A),, CORY, S(O)mAr, SO:NR'" oder S(O)wA, R* und R* zusammen auch CH=CH-CH=CH, R* und R*, R” und R® oder R®
und R’ zusammen auch Alkylen mit 3, 4 oder 5 C-Atomen, worin eine oder zwei CH,-Gruppen durch SauerstofT ersetzt sein kin-
nen, A unverzweigtes oder verzweigtes Alkyl mit 1-6 C-Atomen, worin 1-7 H-Atome durch F ersetzt sein kdnnen, oder cylisches
Alkyl mit 3-7 C-Atomen, Ar unsubstituiertes oder ein-, zwei- oder dreifach durch Hal, A, OR', N(R'),, NO2, CN, Phenyl,
CON(R™),, NR"2COA, NRCON(R™),, NR2SO,A, COR™, SO:N(R'?),, S(O)mA, -[C(R™)]o-COOR' und/oder -O[C(R"),]o-
COOR* substituiertes Phenyl, Naphthyl oder Biphenyl, Het einen ein- oder zweikernigen gestiittigten, ungeséttigten oder aromati-
schen Heterocyclus mit 1 bis 4 N-, O- und/oder S-Atomen, der ein-, zwei- oder dreifach durch Hal, A, OR', N(R'?),, NO,, CN,
COOR™ CON(R"™),, NR2COA, NR”2SO,A, COR', SO;NR", S(O),A, =S, =NR' und/oder =O (Carbonylsauerstoff) substituiert
sein kann, R H oder A, Hal F, C1, Br oder I, m O, 1 oder 2, n O, 1, 2 oder 3, 0 1, 2 oder 3 bedeuten, zur Prophylaxe und/oder
Behandlung von viralen Erkrankungen und/oder Karzinomen sowie ihre pharmazeutisch verwendbaren Tautomere, Salze, Stereoi-
somere und die Enantiomeren, einschlieBlich deren Mischungen in allen Verhéltnissen.
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Beschreibung

SGK1-Inhibitoren zur Prophylaxe und/oder Therapie von viralen Erkrankungen

und/oder Karzinomen

Die vorliegende Erfindung betrifft Verbindungen, welche SGK1 (serum and
glucocorticoid dependent kinase 1) hemmen, zur therapeutischen Behandlung

von viralen Erkrankungen und/oder Karzinomen.

Die Serum- und Glucocorticoid-abhédngige Kinase-1 (SGK1, serum and
glucocorticoid dependent kinase1) ist ein in eukaryotischen Zellen ubiquitar
vorkommendes Protein. SGK1 steht dabei unter der Kontrolle von zelluldrem
Stress, wie beispielsweise Zellschrumpfung, und Hormonen, wie beispielsweise
Gluco- und  Mineralcorticoiden. SGK1  wird durch Insulin und
Wachstumsfaktoren iber Phosphatidylinositol-3-Kinase und PDK1 (3-

Phosphoinositide dependent kinase-1) aktiviert.

SGK1 wurde urspriinglich aus Rattenmammakarzinomazellen kloniert (Webster
MK, Goya L, Firestone GL. J. Biol. Chem. 268 (16): 11482-11485, 1993;
Webster MK, Goya L, Ge Y, Maiyar AC, Firestone GL. Mol. Cell. Biol. 13 (4):
2031-2040, 1993). Die humane Kinase hSGK wurde als zellvolumenreguliertes
Gen aus Leberzellen kioniert (Waldegger S, Barth P, Raber G, Lang F. Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 94: 4440-4445, 1997). Es zeigte sich, dal die
Rattenkinase (Chen SY, Bhargava A, Mastroberardino L, Meijer OC, Wang J,
Buse P, Firestone GL, Verrey F, Pearce D. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 96:
2514-2519, 1999; Naray-Fejes-Toth A, Canessa C, Cleaveland ES, Aldrich G,
Fejes-Toth G. J. Biol. Chem. 274: 16973-16978, 1999) den epithelialen Na*-
Kanal (ENaC) stimuliert. Weiter wurde gezeigt, dafy eine gesteigerte Aktivitét
des ENaC mit Hypertonie einhergeht (Warnock DG. Kidney Ind. 53 (1): 1824,
1998).

Die hSGK wird auch im Gehirn exprimiert ()Naldegger S, Barth P, Raber G,
Lang F. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 94: 4440-4445, 1997), wo sie die
spannungsabhangigen K*-Kanéle Kv1.3 reguliert. Es wurde gezeigt, daR diese

-1
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K*-Kanale des Kv1.3-Typs involviert sind in der Regulation der neuronalen
Erregbarkeit (Pongs O. Physiol. Rev. 72: 69-88, 1992), der Regulation von
Zellproliferation (Cahalan MD und Chandy KG. Cur. Opin. Biotech. 8 (6): 749-
756, 1997) sowie der Regulation von apoptotischem Zelltod (Szabo |, Gulbin E,
Apfel H, Zhan X, Barth P, Busch AE, Schiottmann K, Pongs O, Lang F. J. Biol.
Chem. 271: 20465-20469, 1999; Lang F, Szabo |, Lepple-Wienhues A, Siemen
D, Guibins E. News Physiol. Sci. 14: 194-200, 1999). Kv1.3 ist ferner wichtig bei
der Regulation der Lymphozytenproliferation und -funktion (Cahalan MD und
Chandy KG, Cur. Opin. Biotech. 8 (6): 749-756, 1997). Es wurden zwei weitere
Mitglieder der SGK-Familie kioniert, die SGK2 und SGK3 (Kobayashi T, Deak
M, Morrice N, Cohen P. Biochem. J. 344: 189-197, 1999). Ferner zeigte sich,
dass die SGK eine Serin-Threonin-Proteinkinase-Familie bilden, die
transkriptionell und posttranskriptionell reguliert werden kénnen. Wie die SGK1,
werden auch die SGK2 und SGK3 durch z. B. Insulin und IGF1 tber den PI3-
Kinase-Weg aktiviert. Eine vollstindige Charakterisierung der SGK

Proteinfamilie hat aber bis jetzt nicht stattgefunden.

In der Zwischenzeit ist SGK1 auch als Target fur diverse therapeutische und

diagnhostische Anwendungen bekannt.

In der DE 197 08 173 konnte beispielsweise gezeigt werden, dal die hSGK1
bei vielen Erkrankungen, die durch Zellvolumenanderung pathophysiologisch
beeinflult werden, wie beispielsweise Hypernatriamie, Hyponatriamie, Diabetes
mellitus, Niereninsuffizienz, Hyperkatabolismus, hepatische Encephalopathie
und mikrobielle oder virale Infektionen, ein betrachtliches diagnostisches

Potential besitzt.

In der DE 199 17 990 sind Kinase-Hemmstoffe, wie beispielsweise
Staurosporin, Chelerythrin  oder transdominant inhibitorische Kinase
beschrieben worden, die bei der Therapie zellvolumenabhéngiger

Erkrankungen eingesetzt werden kénnen.

Dariber hinaus ist aus der WO 2004/079003 A1 die Verwendung von SGK1 als
diagnostisches und therapeutisches Target fur Koagulopathien, Angiopathien,
pulmonale Hypertonie und Arteriosklerose bekannt.

-2.-



WO 2009/103484 PCT/EP2009/001099

Die Rolle von SGK1 bei der Entstehung von Tumoren wird in der Fachliteratur

dagegen sehr kontrovers und widersprichlich diskutiert.

Die Erfindung stellt sich nun die Aufgabe, weitere neue therapeutische und
diagnostische Anwendungsgebiete unter Verwendung von SGK1 als

Zielmolekul (Target) bereitzustellen.

Gegenstand der Erfindung sind auch die optisch aktiven Formen
(Stereocisomeren), die Enantiomeren, die Racemate, die Diastereomeren sowie
die Hydrate und Solvate der Verbindungen der Formeln I, la, Ib und II. Unter
Solvate der Verbindungen werden Anlagerungen von inerten
Lésungsmittelmolekilen an die Verbindungen verstanden, die sich aufgrund
ihrer gegenseitigen Anziehungskraft ausbilden. Solvate sind z.B. Mono- oder
Dihydrate oder Alkcholate.

Gegenstand der Erfindung ist eine Verbindung der Formel | und seiner

Enantiomere der Formel la (S-Konfiguration) und Formel Ib (R-Konfiguration):

CH, CH, F
HO
0
N
~
N
N F
0 OH |
CH, CH, F
HO ] o
(S)
N
N - F
H :
0 OH

la
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sowie ihre pharmazeutisch verwendbaren Tautomere, Salze, Stereoisomere

und die Enantiomeren, einschiielllich deren Mischungen in allen Verhaltnissen.

Bei der in Formel | dargesteliten Verbindung handelt es sich um 2-Ethyl-4-
hydroxy-3-methyl-benzoesé&ure-N'-[2-(3,5-difluor-phenyl)-2-hydroxy-acetyl]-

hydrazid. Vorzugsweise wird diese Verbindung als Arzneimittel verwendet.
Besonders bevorzugt wird die durch Formel | dargestellte Verbindung zur
Prophylaxe und/oder Behandlung von viraler Hepatitis eingesetzt.
Uberraschenderweise konnte namlich festgestellt werden, dass es sich bei der
Verbindung gemal Formel | um einen Inhibitor von SGK1 handelt. Des
Weiteren konnte erfolgreich nachgewiesen werden, dass sich besagte
Verbindung zur Therapie von viralen Erkrankungen und karzinomatdsen
Erkrankungen eignet. Die Herstellung der Verbindung gemaR Formel | wird im

Folgenden noch ausfiihrlich beschrieben.

Die Erfindung betrifft auch Verbindungen der Formel Ii

RZ R5
I
0 R®
R4
R® O
worin

R', R? jeweils unabhangig voneinander H, CHO oder Acetyl,

-4-
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R% R* R° R® R’,

R8 R® R'°, R jeweils unabhangig voneinander
H, A, OSOA, Hal, NO,, OR™ N(R'),, CN, O-COA,
-[C(R"?),]\COOR'?, O-[C(R"?);],COOR"?, SO3zH,

-[C(R™)z]nAr, -CO-Ar, O-[C(R)2lhAr, -[C(R")z]oHet,
-[C(R™)2]sC=CH, O-[C(R"?)2].C=CH, -[C(R"?),],CON(R"?),
-[C(R™)2InCONR™*N(R"?);, O-[C(R"*)2],CON(R "),
O-[C(R"?);1,LCONR'N(R'),, NR'2COA, NR"?CON(R"?),,
NR'S0,A, N(SO.A),, COR'?, S(O)mAr, SO,NR' oder
S(O)mA,

R3 und R* zusammen auch CH=CH-CH=CH,

R3 und R* R” und R®

oder R® und R® zusammen auch Alkylen mit 3, 4 oder 5 C-Atomen,
worin eine oder zwei CHy-Gruppen durch Sauerstoff ersetzt sein
kénnen,

A unverzweigtes oder verzweigtes Alkyl mit 1-6 C-Atomen,
worin 1-7 H-Atome durch F ersetzt sein kénnen,
oder cylisches Alkyl mit 3-7 C-Atomen,

Ar unsubstituiertes oder ein-, zwei- oder dreifach durch Hal, A,

OR™, N(R');, NO2,CN, Phenyl, CON(R'?),, NR'2COA,
NR™CON(R'),, NR'2S0,A, COR" SO,N(R"?),, S(O)mA,
[C(R"®);],-COOR"? und/oder —O[C(R'?),],-COOR"?
substituiertes Phenyl, Naphthyl oder Biphenyl,

Het einen ein- oder zweikernigen gestattigten, ungesattigten oder
aromatischen Heterocyclus mit 1 bis 4 N-, O- und/oder S-Atomen,
der ein-, zwei- oder dreifach durch Hal, A, OR'?, N(R'?),, NO,, CN,
COOR', CON(R"),, NR"2COA,

NR'S0,A, COR", SO,NR'?, S(O)nA, =S, =NR'? und/oder
=0 (Carbonylsauerstoff) substituiert sein kann,

R  HoderA,

Hal F, CI, Br oder |,

m 0, 1 oder 2,

n 0, 1, 2 oder 3,

o] 1, 2 oder 3
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bedeuten, zur Prophylaxe und/oder Behandlung von viralen Erkrankungen
und/oder Karzinomen sowie ihre pharmazeutisch verwendbaren Tautomere,
Salze, Stereoisomere und die Enantiomeren, einschlieBlich deren Mischungen

in allen Verhaltnissen.

Bei den Verbindungen gemaR der Formel Il kann es sich auch um deren
pharmazeutisch verwendbaren Derivate, Salze, Solvate und Stereoisomere,
einschlielllich deren Mischungen in allen Verhaltnissen, handeln.

Bezuglich weiterer Eigenschaften und Merkmale sowie der Herstellung von
Vertretern dieser Verbindungsklasse wird auf die WO 2007/093264 A1 der
Anmelderin Bezug genommen, deren Offenbarungsgehalt vollstindig durch
ausdrickliche Bezugnahme zum Inhalt der vorliegenden Beschreibung gemacht

wird.

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform sind die Verbindungen gemaR der
Formel Il aus 4-Hydroxy-2-ethyl-3-methyl-benzoesaure-N’-[2-hydroxy-2-(3,4-
difluor-phenyl)-acetyl]-hydrazid und 2-Ethyl-4-hydroxy-3-methyl-benzoesaure-
N’-[2-(3,5-difluor-phenyl)-2-hydroxy-acetyl]-hydrazid ausgewéhlt. Vorzugsweise
handelt es sich um die zuletzt genannte Verbindung gemaR Formel I, deren

Herstellung, wie bereits erwahnt, im Folgenden noch dargestelit wird.

Die viralen Erkrankungen sind vorzugsweise aus der Gruppe lymphozytare
Choriomeningitis, virale Hepatitis, virale Myocarditis, Aids, Herpes, Papilloma
und virale Lungenentziindung ausgewahlt. Unter Herpes und Papilloma sollen
im Sinne der vorliegenden Erfindung Infektionen bzw. Infektionserkrankungen

verstanden werden, die durch Herpes- bzw. Papilloma-Viren verursacht werden.

Die Karzinome sind bevorzugt aus der Gruppe Colonkarzinom,

Mammakarzinom, Magenkarzinom und Lungenkarzinom ausgewahit.

Weiterhin kénnen die Verbindungen gemaR Formel 1l in Form von

pharmazeutischen Formulierungen vorliegen. Derartige pharmazeutische

Formulierungen kénnen zur Verabreichung uber einen beliebigen geeigneten

Weg, beispielsweise auf oralem, rektalem, nasalem, topischem, vaginalem oder

parenteralem Wege, angepasst werden. Derartige Formulierungen kénnen mit
-6 -
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Hilfe auf dem pharmazeutischen Gebiet bekannten Verfahren hergestelit
werden, indem beispielsweise die besagten Verbindungen mit dem bzw. den

Tragerstoff(en) oder Hilfsstoff(en) zusammengebracht werden.

Beziglich weiterer Merkmale und Einzelheiten zu den pharmazeutischen
Formulierungsméglichkeiten der Verbindungen gemaR Formel Il wird ebenfalls
auf die WO 2007/093264 A1 verwiesen.

Eine therapeutisch wirksame Menge einer Verbindung der vorliegenden
Erfindung héngt von einer Reihe von Faktoren ab, einschlieRlich z.B. dem Alter
und Gewicht des Menschen oder Tiers, dem exakten Krankheitszustand, der
der Behandlung bedarf, sowie seines Schweregrads, der Beschaffenheit der
Formulierung sowie dem Verabreichungsweg, und wird letztendlich von dem
behandelnden Arzt bzw. Tierarzt festgelegt. Jedoch liegt eine wirksame Menge
einer erfindungsgemaBen Verbindung fur die Behandlung im allgemeinen im
Bereich von 0,1 bis 1000 mg/kg Kérpergewicht des Empfangers (Saugers) pro
Tag, im besonderen im Bereich von 0,1 bis 100 mg/kg Kérpergewicht pro Tag
und besonders typisch im Bereich von 1 bis 10 mg/kg Kérpergewicht pro Tag.
Somit lage fur einen 70 kg schweren erwachsenen Sauger die tatsachliche
Menge pro Tag fur gewohnlich zwischen 70 und 700 mg, wobei diese Menge
als Einzeldosis pro Tag oder ublicher in einer Reihe von Teildosen (wie z.B.
zwei, drei, vier, funf oder sechs) pro Tag gegeben werden kann, so dass die
Gesamttagesdosis die gleiche ist. Eine wirksame Menge eines Salzes oder
Solvats oder eines physiologisch funktionellen Derivats davon kann als Anteil
der wiksamen Menge der erfindungsgemaRen Verbindung per se bestimmt
werden. Es lasst sich annehmen, dass ahnliche Dosierungen fir die

Behandlung der anderen, oben erwahnten Krankheitszustéande geeignet sind.

Die vorliegende Erfindung betrifft auch die Verwendung von Verbindungen
gemall der Formel Il zur Herstellung eines Arzneimittels, zur Prophylaxe
und/oder Behandlung von viralen Erkrankungen und/oder Karzinomen.
Bezlglich weiterer Merkmale und Einzelheiten wird auf die bisherige

Beschreibung verwiesen.



i

WO 2009/103484 PCT/EP2009/001099

Die Erfindung betrifft schlieRlich auch ein Verfahren zur Prophylaxe und/oder
Behandlung von viralen Erkrankungen und/oder Karzinomen, umfassend die
Verabreichung einer therapeutisch wirksamen Menge von Verbindungen
gemal der Formel ll. Der Ausdruck ,therapeutisch wirksame Menge“ bedeutet
dabei eine Menge von besagten Verbindungen bzw. darauf basierenden
Arzneimitteln  oder Pharmazeutika, welche, verglichen zu einem
entsprechenden Patienten, der diese Menge nicht erhalten hat, folgendes
bewirkt: verbesserte Heilbehandlung, Heilung, Pravention oder Beseitigung
einer Krankheit, eines Krankheitsbildes, eines Krankheitszustandes, eines
Leidens, einer Stérung oder von Nebenwirkungen oder auch die Verminderung
des Fortschreitens einer Krankheit, eines Leidens oder einer Stérung. Beziiglich
weiterer Merkmale und Einzelheiten wird ebenfalls auf die bisherige

Beschreibung Bezug genommen.

Weiterhin betrifft die vorliegende Erfindung auch die in der WO 2006/105850 A1
der Anmelderin beschriebenen und durch die Formel | dargestellten
Verbindungen zur Prophylaxe und/oder Behandiung von viralen Erkrankungen
und/oder Karzinomen. Beziglich weiterer Eigenschaften und Merkmale sowie
der Herstellung dieser Verbindungen wird auf die WO 2006/105850 A1 der
Anmelderin Bezug genommen, deren Offenbarungsgehalt vollstandig durch
ausdriickliche Bezugnahme zum Inhalt der vorliegenden Beschreibung gemacht

wird.

Die bestehenden und weitere Merkmale der Erfindung ergeben sich aus der
nachfolgenden Beschreibung von bevorzugten Ausfiihrungsformen in
Verbindung mit den Unteransprichen und den Figuren. Hierbei kénnen die
einzelnen Merkmale jeweils fur sich oder zu mehreren in Kombination

miteinander verwirkiicht sein.

In den Abbildungen zeigen:
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Figur 1:

Figur 2:

Figur 3:

Figur 4.

Figur 5:

Figur 6:

Figur 7:

Figur 8:

Figur 9:

eine gesteigerte CD8" T-Zellantwort gegen lymphozytares
Choriomeningitis-Virus (LCMV) in SGK1-Knockout-Mausen,

virale Replikation von LCMV in verschiedenen Geweben bei SGK1-
Knockout-Mausen und SGK1-Wildtyp-Geschwistermausen,

das Ergebnis einer immunohistochemischen Untersuchung auf
LCMV-Antigen bei SGK1-Knockout-Mausen und  Wildtyp-

Geschwistermausen,
den Einfluss von SGK1 auf den Verlauf von viraler Hepatitis,

Wirkung eines SGK1-Inhibitors auf den Verlauf einer viralen

Hepatitis,

die Entwicklung von Colonkarzinomen bei SGK1-Knockout Mausen

im Vergleich zu SGK1-Wildtyp-Mausen,
die Hemmung von Colonkarzinomen durch einen SGK1-Inhibitor,

ein Syntheseschema des SGK1-Inhibitors 2-Ethyl-4-hydroxy-3-
methyl-benzoesédure-N’-[2-(3,5-difluor-phenyl)-2-hydroxy-acetyl]-
hyrazid | (EMD 638683)

ein Syntheseschema der enantiomeren SGK1-Inhibitoren 2-Ethyl-4-
hydroxy-3-methyl-benzoesaure-N'-[(S)-2-(3,5-difluor-phenyl)-2-
hydroxy-acetylj-hydrazid (la)
2-Ethyl-4-hydroxy-3-methyl-benzoesaure-N’-[(R)-2-(3,5-difluor-
phenyl)-2-hydroxy-acetyl}-hydrazid (Ib)

Beispiele

-9-
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|. 2-Ethyl-4-hydroxy-3-methyl-benzoesdure-N’-[2-(3,5-difluor-phenyl)-2-hydroxy-
acetyll-hydrazid (EMD 638683)

Es werden 70.0 g von 2-Ehtyl-4-methoxy-3-methyl-benzoesaure-N’-[2-(3,5-
difluor-phenyl)-2-hydroxy-acetyl]-hydrazid (A1) in 350 ml Dichlormethan
suspendiert. Danach werden 105 ml Bortribromid tropfenweise hinzugegeben.
Die Reaktionsmischung wird bei Raumtemperatur wahrend 3 Stunden geriihrt.
AnschlieBend wird die erhaltene Lésung vorsichtig in einen Liter Eiswasser
dekantiert. Die wassrige Phase wird zweimal mit 500 mi Ethylacetat extrahiert.
Die vereinigten organischen Phasen werden danach einmal mit 300 ml Wasser
extrahiert, Uber Natriumsulfat getrocknet und anschlieRend filtriert. Das Filtrat
wird im Vakuum konzentriert. Danach wird der erhaltene Riickstand aus 500 ml
Acetonitril unter Verwendung von Aktivkohle umkristallisiert. Es werden 32.2 g
der Titelverbindung als farbloser Feststoff mit einem Schmelzpunkt von 187.4
°C erhalten (MS: 365 (MH"), TLC: Rf = 0.29 (Cyclohexan/Methyl-tert-butyl-ether

1:4, Volumenanteile).

la. 2-Ethyl-4-hydroxy-3-methyl-benzoesaure-N'-[(S)-2-(3,5-difluorphenyl)-2-
hydroxy-acetyl]-hydrazid

a) Chromatographische Racemat-Trennung (ohne Fig.):

500 mg von Beispiel 1 (EMD 638683) werden zu je 4 Portionen in je 5 ml 2-
Propanol und 5 ml n-Heptan in der Warme gelést. AnschlieRend werden die
Losungen an 2 seriellen Chiralpak AD (5x20cm) Chromatographieséulen (Fa.
Daicel) mit dem Lésemittelgemisch n-Heptan/2-Propanol (4:1, Volumenanteile;
0.8 ml/min) chromatographiert (Retentionszeit: 6,11 min). Die vereinten
Produktfraktionen werden im Vakuum zur Trockne eingeengt, wobei 245 mg der
Titelverbindung analysen- und enantiomerenrein als farbloser Feststoff mit
einem Schmelzpunkt von 202,3°C erhalten werden. MS: 365 (M+H"), 382

(M+NH,"); DC: Ry = 0,29 (Cyclohexan/Methyl-tert.-butylether  1:4,
Volumenanteile); [a]*°p = +30,4° (c = 0,0201g/2 ml Methanol).
b) aus A2:

Die Titelverbindung wird in analoger Weise aus 4-Benzyloxy-2-ethyl-3-methyl-
benzoesaure-N’-[(S)-2-(3,5-difluorphenyl)-2-hydroxy-acetyl]-hydrazid (A2) wie
fur Verbindung 3 beschrieben hergestelit.

-10 -
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Ib. 2-Ethyl-4-hydroxy-3-methyl-benzoesaure-N’-[(R)-2-(3,5-difluorphenyl)-2-
hydroxy-acetyl]-hydrazid

a) Chromatographische Racemat-Trennung (ohne Fig.):

500 mg von Beispiel 1 (EMD 638683) werden zu je 4 Portionen in je 5 ml 2-
Propanol und 5 ml n-Heptan in der Warme gelost. AnschlieBend werden die
Losungen an 2 seriellen Chiralpak AD (5x20cm) Chromatographieséulen (Fa.
Daicel) mit dem Lésemittelgemisch n-Heptan/2-Propanol (4:1, Volumenanteile;
0,8 mi/min) chromatographiert (Retentionszeit: 9,36 min). Die vereinten
Produktfraktionen werden im Vakuum zur Trockne eingeengt, wobei 250 mg der
Titelverbindung als farbloser Feststoff mit einem Schmelzpunkt von 203,7°C
erhalten werden. MS: 365 (M+H"); DC: Rf = 0,29 (Cyclohexan/Methyl-tert.-
butylether 1:4, Volumenanteile); [a]*°p = -29,7° (c = 0,0184g/2 ml Methanol),
Enantiomerentberschuss 98,2 %.

b) aus A3:

45 mg 4-Benzyloxy-2-ethyl-3-methyl-benzoesaure-N’-[(R)-2-(3,5-difluorphenyl)-
2-hydroxy-acetyl]-hydrazid (A3) werden in 100 ml Methanol gel®st.
AnschlieBend wird die Reaktionslésung am H-Cube® (Fa. ThalesNano) an 10%
Pd/C (65 x 4 mm Kartusche) hydriert (Fluss: 1mi/min, Modus: full H,, 30°C,
Normaldruck). AnschlieBend wird die Reaktionslésung zur Trockne eingeengt
und mittels praparativer HPLC (Chromolith® prep RP18e 100-25 mm, Fa.
Merck; Losemittelgradient: Wasser / 1-50 vol.% Acetonitril) aufgereinigt, wobei
10 mg der Titelverbindung nach Gefriertrocknung als amorphes, farbloses
Lyophilisat erhalten werden; MS: 751,2 (2M+Na*); DC: Rf = 0,31
(Cyclohexan/Methyl-tert.-butylether 1:4, Volumenanteile), Enantiomeren-

Uberschuss >50 %.
Zwischenverbindungen

A1l. 2-Ethyl-4-methoxy-3-methyl-benzoesdure-N’-[2-(3,5-difluor-phenyl)-2-

hydroxy-acetyl]-hydrazid

Es werden 106.0 g 3,5-difluor-phenyl-hydroxy-essigsaurehydrazid (B2) in 820

ml N,N-Dimethylformamid gelést. AnschlieBend werden 104.9 g 2-Ethyl-4-
-11-
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methoxy-3-methyl-benzoesaure (B1), 153.9 g N-3-dimethylaminopropyl-N’-
ethylcarbodiimidhydrochlorid (DAPECI) und 42.8 g Hydroxybenzotriazol (HOBt)
hinzugegeben. Die Reaktionsmischung wird wahrend der Zugabe der
vorstehend aufgezahlten Verbindungen in einem Eisbad gekuhlit. Danach wird
die Losung bei Raumtemperatur wahrend 24 Stunden gerthrt. Zur Aufarbeitung
wird die Reaktionsmischung mit 3,5 Liter Wasser verdunnt. Die erhaltene
Suspension wird wahrend einer Stunde gerthrt, anschlieRend abfiltriert und mit
zusatzlichem Wasser gewaschen. Der Filterkuchen wird aus 2,5 Liter Methanol
umkristallisiert, wobei 129.0 g der Titelverbindung als farbloser Feststoff mit
einem Schmelzpunkt von 197.1 °C erhalten werden (MS: 401 (MNa")).

A2. 4-Benzyloxy-2-ethyl-3-methyl-benzoesdure-N’-[(S)-2-(3,5-difluorphenyl)-2-

hydroxy-acetyll-hydrazid

Die Titelverbindung wird in analoger Weise unter Verwendung von (S)-
Methyloxazaborolidin  [(S)-Me-CBS] wie fur das Zwischenprodukt A3

beschrieben hergestelit.

A3. 4-Benzyloxy-2-ethyl-3-methyl-benzoesaure-N’-[(R)-2-(3,5-difluorphenyl)-2-

hydroxy-acetyll-hydrazid

302 mg 4-Benzyloxy-2-ethyl-3-methyl-benzoesaure-N’-[2-(3,5-difluorphenyl)-2-
oxo-acetyl]-hydrazid (B3) werden in 25 ml Tetrahydrofuran gelést. Diese
Lésung wird binnen 5 min zu einer Lésung aus 49 pl Borandimethylsulfid-
Komplex und 55 ul (R)-Methyloxazaborolidin [(R)-Me-CBS, 1-1,5 M in Toluol) in
17 ml Tetrahydrofuran bei einer Temperatur von (-)78°C zugetropft.
Anschliefend wird das Kaltebad entfernt und die Lésung fiir 6 h geriihrt, wobei
die Reaktionslésung auf Raumtemperatur erwarmt. Danach werden 100 mi
Wasser zugegeben und dreimal mit je 150 ml Essigsaureethylester extrahiert.
Die vereinigten organischen Phasen werden mit je 40 ml Wasser, 0,1M HCI und
ges. NaCl-Lésung gewaschen, uber NaSO4 getrocknet, abgesaugt und zur
Trockne eingeengt. Der Rickstand wird mittels praparativer HPLC
(Lésemittelgradient: Wasser / 1-50 vol.% Acetonitril) aufgereinigt, wobei 63 mg
der Titelverbindung als farbloser, amorpher Feststoff erhalten werden. MS: 932
-12 -
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(2M+Na*); DC: Rf = 0,56 (Cyclohexan/Methyl-tert.-butylether 1:4,

Volumenanteile).

B1. 2-Ethyl-4-methoxy-3-methyl-benzoesiaure

Es werden 20.0 g von 4-Methoxy-2,3-dimethyl-benzoesédure (C1) in einem Liter
Tetrahydrofuran in einer trockenen Stickstoffatmosphare gelést und
anschlieBend auf —78 °C gekihlt. Danach werden 300 ml sec.-Butyllithium (1.4
M in Cyclohexan) tropfenweise unter Erhalt einer roten Lésung hinzugegeben.
Die rote Lésung wird fur eine weitere Stunde bei —78 °C geruhrt. Danach
werden 34.5 ml Methyliodid hinzugegeben und die erhaltene Suspension wird
ohne Kihlung wahrend einer Stunde geruhrt. AnschlieRend werden 300 ml
Wasser hinzugefiigt und die Lésung wird unter Verwendung von Ethylacetat
zweimal mit je 300 ml Ethylacetat extrahiert. AnschlieBend wird die wéssrige
Phase filtriert, das Filtrat in einem Eisbad gekiihlt, durch Zugabe von Salzsaure
(3.0 M) auf pH 1 eingestellt und fir weitere 30 Minuten geriihrt. Danach wird die
Suspension filtriert und mit Wasser gewaschen. Der Filterkuchen wird im
Vakuum bei 110 °C getrocknet, wobei 20.9 g der Titelverbindung als farbloser
Feststoff mit einem Schmelzpunkt von 180 °C erhalten werden (MS: 195.2
(MH™)).

B2. 3,5-Difluor-phenyl-hydroxy-essigsaurehydrazid

Es werden 5.0 g 3,5-difluor-phenyi-hydroxy-essigsauremethylester (C2) in 45.0
ml 2-Propanol geldst. Danach werden 1.32 ml Hydrazinhydrat tropfenweise
hinzugegeben und die Reaktionsmischung wéahrend 18 Stunden unter
Ruckfluss gehalten. AnschlieBend wird die Losung zur Trockene eingeengt und
der erhaltene Rickstand durch Flash-Chromatographie auf Kieselgel gereinigt
(Gradient zur Eluierung: Ethylacetat/ 0-20.0 Vol.% Methanol), wobei 3.70 g der
Titelverbindung als farbloser Feststoff mit einem Schmelzpunkt von 119.3 °C
erhalten werden (MS: 202.8 (MH™)).

B3. 4-Benzyloxy-2-ethyl-3-methyl-benzoesaure-N’-[2-(3,5-difluorphenyl)-2-oxo-

acetyl]l-hvdrazid

-13-
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172 mg 4-Benzyloxy-2-ethyl-3-methyl-benzoesaure-N'-[2-(3,5-difluorphenyl)-2-
hydroxy-acetyl]-hydrazid (C3) werden in 0,9 ml Dimethylsulfoxid und 28 ml
Dichlormethan  unter einer trockenen  Stickstoff-Atmosphadre  gelost.
AnschlieBend werden 185 mg Triacetoxy-Perjodinan (Dess-Martin Reagenz)
zugegeben. Die Suspension wird 1 h bei Raumtemperatur gerihrt. Zur
Aufarbeitung werden 100 ml Dichlormethan und 30 ml 0,5M Na,S,03-Lésung
zugegeben. Die organische Phase wird anschlieBend mit 50 ml ges. NaHCOs-
Losung extrahiert, tUber Na,SO, getrocknet, abgesaugt und zur Trockne
eingeengt. Der Ruckstand wird mittels Flashsdulenchromatographie an
Kieselgel (Losemittelgradient: Cyclohexan / 0-30 vol.% Methyl-tert.-butylether)
aufgereinigt, wobei 163 mg der Titelverbindung als amorpher Feststoff erhalten
werden; MS: 4527 (2M+H"); DC: Rf = 0,37 (Cyclohexan/Essigsaureethylester

2:1, Volumenanteile).

C1. 4-Methoxy-2.3-dimethylbenzoesiure

Es werden 60.0 g 2,3-Dimethyl-4-methoxybenzaldehyd (D1) in 1.20 |
Dimethylsulfoxid geldst. AnschlieBend wird eine Lésung von 1315 g
Natriumdihydrogenphoshat und 132.2 g Natriumchlorit in 480 ml Wasser
tropfenweise hinzugegeben, wobei die Temperatur des Reaktionsansatzes
unterhalb von 40 °C gehalten wird. Danach wird die Reaktionsmischung fur
weitere 2 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. Zur Aufarbeitung wird die
Suspension mit 2.0 | Wasser verdinnt und fur eine weitere Stunde gerthrt. Der
erhaltene Niederschlag wird filtriert, mit Wasser gewaschen und im Vakuum bei
100 °C getrocknet. Es werden 65.0 g der Titelverbindung als farbloser Feststoff
mit einem Schmelzpunkt von 214 °C erhalten (MS: 181.2 (MH")).

C2. 3,5-Difluor-phenyl-hydroxy-essigsduremethylester

Es werden 25.0 g 3,5-Difluor-phenyl-hydroxy-essigsaure (D2) in 325 ml

Methanol gelést. AnschlieRend werden 3,9 g Borsdure hinzugegeben und die

Reaktionsmischung wahrend 18 Stunden bei Raumtemperatur gerithrt. Danach

wird die erhaltene Lésung zur Trockene eingeengt. Der Riickstand wird unter

Verwendung von 100 ml Ethylacetat und 100 ml Wasser extrahiert. Die

wassrige Phase wird anschlieBend zweimal mit je 50 mi Ethylacetat extrahiert.
-14 -
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Die vereinigten organischen Phasen werden iber Natriumsuifat getrocknet, und
filtriert. Das Filtrat wird im Vakuum zur Trockne eingeengt, wobei 25.5 g der
Titelverbindung als Rohprodukt erhalten. Umkristallisation aus 17 ml Ethylacetat
und 170 ml Cyclohexan ergeben 23.5 g der reinen Verbindung C2 mit einem
Schmelzpunkt von 61.8 °C (MS 201.9 (M™)).

C3. 4-Benzyloxy-2-ethyl-3-methyl-benzoeséaure-N'-[2-(3,5-difluorphenyl)-2-

hydroxy-acetyll-hydrazid

Verbindung C3 wird in analoger Weise der zu A1 beschriebenen Herstellung
ausgehend von 4-Benzyloxy-2-ethyl-3-methyl-benzoesaure und

Zwischenprodukt B2 synthetisiert.

D1. 2,3-Dimethyl-4-methoxybenzaldehyd

Die Verbindung D1 wurde von ABCR GmbH & Co. KG bezogen.

D2. 3,5-Difluor-phenyl-hydroxy-essigsaure

Die Verbindung D2 wurde von Sigma-Aldrich Co. bezogen.

Biochemischer Assay

Die in den Beispielen beschriebenen erfindungsgemaRen Verbindungen
wurden in dem unten beschriebenen Assay geprift, und es wurde gefunden,
dass sie eine kinasehemmende Wirkung aufweisen. Weitere Assays sind aus
der Literatur bekannt und kénnten vom Fachmann leicht durchgefiihrt werden
(siehe z.B. Dhanabal et al., Cancer Res. 59:189-197; Xin et al., J. Biol. Chem.
274:9116-9121; Sheu et al,, Anticancer Res. 18:4435-4441; Ausprunk et al.,
Dev. Biol. 38:237-248; Gimbrone et al.,, J. Natl. Cancer Inst. 52:413-427;
Nicosia et al., In Vitro 18:538- 549).

Die Hemmung der SGK1 Proteinkinase kann im Filterbindungsverfahren
bestimmt werden.

Biochemische Daten

Verbindung SGK1
Nr. Enzyminhibierung
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ICs0
! > 300 nM
la > 300 nM
tb < 300nM

Figurenbeschreibung

In Figur 1 ist ein Dot-Plot von virusspezifischen (Tet-9P 33") CD8'T-
Lymphozyten im Blut von SGK1-Knockout-Mausen (SGK1™, rechtes Dot-Plot)

++

und ihren Wildtyp-Geschwistermausen (SGK1™", linkes Dot-Plot) dargestellt.
Hierzu wurden SGK1-Knockout-Mause und Wildtyp-Geschwister Mause jeweils
mit 2x 10° pfu (plaque forming units) LCMV (Choriomeningitis-Virus) infiziert.
Am 8. Tag nach der Infektion wurde das Blut mit Hilfe der sogenannten
Tetramer-Technik fur virusspezifische CD8" T-Zellen gefarbt und anschlieRend
die virusspezifischen CD8" T-Zellen mit Hilfe der FACS-Analyse (fluorescence
activated cell sorting, Durchflusszytometrie) identifiziert und quantifiziert. Die in
Figur 1 dargestellten Dot-Plots dokumentieren eine gesteigerte Immunabwehr

gegenuber LCMV bei den SGK1-Knockout-Mausen.

Figur 2 gibt graphisch die Anzah! von Plaque bildenden Einheiten von LCMV
infizierten SGK1-Knockout-Mausen (SGK17, geschlossene Quadrate) und ihren
Wildtyp-Geschwistermausen (WT, offene Quadrate) in verschiedenen Geweben
wieder. Hierzu wurden die SGK1-Knockout-Mause sowie die Wildtyp-
Geschwistermause mit jeweils 2x 10° pfu (plaque forming units) LCMV infiziert.
Am 8. Tag nach der Infektion wurden die Virustiter mit Hilfe des sogenannten
plug assays in den verschiedenen Geweben (Nieren-, Lungen-, Milz- und
Lebergewebe) analysiert. Auf der Ordinate der in Figur 2 dargestellten
Graphiken ist jeweils der dekadische Logarithmus der Anzahl der Plaque
bildenden Einheiten (pfu, plaque forming units) aufgetragen. Die in Figur 2
wiedergegebenen Graphiken zeigen, dass bei den SGK1-Knockout-M&ausen die
Anzahl der Plaque bildenden Einheiten von LCMV in den verschiedenen

Gewebetypen geringer ausfallt als bei den Wildtyp-Geschwisterméusen.

Figur 3 zeigt das Ergebnis einer immunohistochemischen Untersuchung auf
LCMV-Antigen bei SGK1-Knockout-Mausen (SGK17, rechts) und Wildtyp-
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Geschwistermédusen (links). Hierzu wurden SGK1-Knockout-Miuse und
Wildtyp-Geschwistermause jeweils mit 2x 10° pfu LCMV infiziert. AnschlieRend
wurde am 8. Tag nach der Infektion Lebergewebe von SGK1-Knockout-Mausen
und von Wildtyp-Geschwistermausen immunohistochemisch auf LCMV-Antigen

untersucht.

Figur 4 zeigt den Einfluss von SGK1 auf zwei typische Hepatitis-Marker,
namlich das Leberenzym Alanin-Aminotransferase (linke Graphik) und Bilirubin
(rechte Graphik). Beide Marker kommen bei einer Hepatitis vermehrt im

Lebergewebe vor.

Auf der Ordinate der linken Graphik von Figur 4 ist die Konzentration von
Alanin-Aminotransferase  (ALT), ausgedriickt in Einheiten pro Liter
Gewebeflussigkeit (U/L), wiedergegeben. Auf der Abszisse ist die Zeit in Tagen
wiedergegeben. Auf der Ordinate der rechten Graphik von Figur 4 ist die
Bilirubinkonzentration, ausgedriickt in pmol pro Liter Gewebeflussigkeit,
aufgetragen. Auf der Abszisse ist ebenfalls die Zeit, ausgedriickt in Tagen,

wiedergegeben.

Die in Figur 4 dargestellten Graphiken zeigen, dass die Konzentrationen von
Alanin-Aminotransferase und Bilirubin bei einer LCMV induzierten Hepatitis in
SGK1-Knockout-Mausen (SGK17, geschlossene Quadrate) im Verhaltnis zu
den entsprechenden Werten in Wildtyp-Geschwistermausen (WT, offene
Quadrate) deutlich erniedrigt sind. Diese Daten belegen, dass sich ein
~Ausschalten® oder eine Hemmung bzw. Inhibierung von SGK1 unter
therapeutischen Gesichtspunkten ginstig auf den Verlauf der viralen Hepatitis
auswirkt. Die in Figur 4 dargesteliten Graphiken zeigen dariiber hinaus auch,
dass SGK3 keine den Verlauf einer viralen Hepatitis begtlinstigende Wirkung
entfaitet (vgl. hierzu die in den Graphiken der Figur 4 abgebildeten
geschlossenen Kreise, welche die entsprechenden Werte von SGK3-Knockout-
Mausen (SGK37) widerspiegeln). Insgesamt wurden auch in diesem Fall die
SGK1-Knockout-Mause und die Wildtyp-Geschwistermause (sowie die SGK3-
Knockout Mause) jeweils mit 2x 10° pfu LCMV infiziert.
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Die Figur 5 zeigt graphisch den Einfluss des SGK1-Inhibitors 2-Ethyl-4-hydroxy-
3-methyl-benzoesaure-N’-[2-(3,5-difluor-phenyl)-2-hydroxy-acetyl]-hydrazid auf
die Konzentration von Alanin-Aminotransferase sowie von Bilirubin. SGK1-
Wildtyp-Mause vom Typ 10 C57BL/6 wurden mit Placebo-Futter gefittert. Nach
einer Woche wurde eine Gruppe der Versuchstiere mit dem SGK1-Inhibitor
behandelt. Der SGK1-Inhibitor war dem Futter in einem Mischungsverhaltnis
von 4.46 mg/g Futter beigemischt worden. Dies entspricht einer ungefahren
Dosis von 600 mg/kg Korpergewicht. Der anderen Gruppe wurde weiterhin
lediglich das Placebo-Futter verabreicht. Nach einer weiteren Woche wurden
die SGK1-Knockout-Mause jeweils mit 2x 10° pfu LCMV infiziert, um auf diese
Weise eine virale Hepatitis zu induzieren. Die Werte fiur die Alanin-
Aminotransferase wurden 8 Tage nach der Infektion und die entsprechenden
Werte fir Bilirubin 10 Tage nach der Infektion gemessen. Auf der Ordinate der
linken Graphik von Figur 5 ist die Konzentration von Alanin-Aminotransferase
wiedergegeben (U/I, Enzymeinheiten pro Liter Gewebeflussigkeit). Auf der
Abszisse ist der Zeitraum von 8 Tagen nach der LCMV-Infektion dargestellt. Auf
der Ordinate der rechten Graphik von Figur 5 ist die Bilirubinkonzentration
(umol/L) abgebildet. Die Abszisse zeigt den Zeitraum von 10 Tagen nach der
LCMV-Infektion an.

Die in den Graphiken von Figur 5 wiedergegebenen Ergebnisse demonstrieren,
dass die Konzentrationen der Hepatitis-Marker Alanin-Aminotransferase und
Bilirubin bei den Versuchstieren, welche vor der Infektion mit dem SGK1-
Inhibitor behandelt wurden (offene Quadrate), im Gegensatz zu den nicht mit
dem SGK1-Inhibitor behandelten Versuchstieren (geschlossene Quadrate)
deutlich erniedrigt sind. Diese Daten belegen, dass der SGK1-Inhibitor den
Verlauf von viraler Hepatitis begunstigende Eigenschaften aufweist und damit

zur Prophylaxe bzw. Behandlung von viraler Hepatitis eingesetzt werden kann.

Figur 6 zeigt die Entwicklung von Colonkarzinomen bei SGK1-Knock-out

Mausen (SGK17-Mausen) im Vergleich zu SGK1-Wildtyp-Mausen (SGK**-

Mausen). Hierzu wurden in den Versuchstieren Colontumore chemisch induziert

(Wang JG, Wang DF, Lv BJ, Si JM: A novel mouse model for colitis-associated

colon carcinogenesis induced by 1,2-dimethylhydrazine and dextran sulfate

sodium. World J Gastroenterol 2004; 10:2958-2962). Ein Teil der Versuchstiere
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wurde in einem Alter von 8 Wochen drei Zyklen einer chemischen
Tumorgenese ausgesetzt. Dazu wurden die Tiere intraperitoneal mit 20 mg/kg
1,2-Dimethylhydrazin (DMH; Sigma-Aldrich Corporation. St. Louis. MO. USA)
behandelt. Beginnend eine Woche spéater wurde den Tieren drei Mal fur 7 Tage
destilliertes Wasser mit 30 g/l synthetischem Dextransulfatnatrium (DSS;
Molmasse 5000; Wako Pure Chemical Industries Ltd. Japan) und fir weitere 14
Tage destilliertes Wasser verabreicht (Dauer insgesamt 3 x (1 + 2 Wochen) = 9
Wochen insgesamt). Der andere Teil der Versuchstiere (Kontrolltiere) wurde
stattdessen intraperitoneal per Injektion mit 20 mg/kg einer 0,9 %igen
Natriumchlorid-L&6sung versorgt. Alle Mause wurden im Alter von 22 Wochen

mit Ather anasthesiert und anschlieRend getotet.

Das in Figur 6 graphisch dargestellte Ergebnis der chemisch induzierten
Tumorgenese zeigt deutlich, dass die Empfindlichkeit von SGK1-Knockout-
Mausen (wiedergegeben durch den rechten geschlossenen Balken) im
Gegensatz zu SGK1-Wildtyp-Mausen (wiedergegeben durch den linken offenen
Balken) gegen chemisch induzierte Colontumore signifikant herabgesetzt ist.
Dieses Ergebnis ist um so Uberraschender, als die Fachliteratur beziiglich
verschiedener Karzinomtypen von einer Herabregulierung von SGK1 in
karzinomatdsem Gewebe berichtet (Rauhala HE, Porkka KP, Tolonen TT,
Martikainen PM, Tammela TL, Visakorpi T: Dualspecificity phosphatase 1 and
serum/glucocorticoid-regulated kinase are downregulated in prostate cancer. Int
J Cancer 2005; Chu S, Rushdi S, Zumpe ET, Mamers P, Healy DL, Jobling T,
Burger HG, Fuller PJ: FSH-regulated gene expression profiles in ovarian
tumours and normal ovaries. Mol Hum Reprod 2002; 8:426-433; Chung EJ,
Sung YK, Farooq M, Kim Y, Im S, Tak WY, Hwang YJ, Kim Y|, Han HS, Kim JC,
Kim MK: Gene expression profile analysis in human hepatocellular carcinoma
by cDNA microarray. Mol Cells 2002; 14:382-387), weswegen eigentlich zu
erwarten gewesen wére, dass eine Hemmung von SGK1 das Tumorwachstum
fordert.

Figur 7 zeigt graphisch die Wirkung des SGK1-Inhibitors 2-Ethyl-4-hydroxy-3-

methyl-benzoesadure-N’-[2-(3,5-difluor-phenyl)-2-hydroxy-acetyl]-hydrazid auf

die Entstehung von Colonkarzinomen. Zundchst wurde eine wie in der

Figurenbeschreibung zu Figur 6 Dbeschriecbene chemisch induzierte
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Tumorgenese durchgefiihrt. Eine Woche nach der Behandlung wurde fir 20
Tage entweder ein Placebo oder der SGK1-Inhibitor verabreicht. Der SGK1-
Inhibitor war dem Futter in einem Mischungsverhaltnis von 4.46 mg/g Futter
beigemischt worden. Dies entspricht einer ungefahren Dosis von 600 mg/kg
Kérpergewicht. Die in Figur 7 dargestelite Graphik verdeutlicht, dass im Falle
der mit dem SGK1-Inhibitor behandelten Versuchstiere das Wachstum von
Colontumoren (rechter geschlossener Balken) im Vergleich zu den

unbehandelten Versuchstieren (linker offener Balken) signifikant gehemmt wird.
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Patentanspriiche 18 Feb. 200
1. Verbindung der Formel I, la und Ib, insbesondere zur Verwendung als
Arzneimittel:
CH, CH, F
HO
O
N
~
N
H F
O OH ,
CH, CH, F
HO . o
S)
N (
N - F
H E
O OH a
CH, CH, F
H
O ] o
R)
N (
H
O OH ib

sowie ihre pharmazeutisch verwendbaren Tautomere, Salze, Stereo-
isomere und die Enantiomeren, einschliel3lich deren Mischungen in allen

Verhaltnissen.

Verbindungen der Formel I
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t
0] R

worin

R', R? jeweils unabhangig voneinander H, CHO oder Acetyl,

R% R* R° R® R’,

R% R% R R' jeweils unabhingig voneinander
H, A, OSO.A, Hal, NO,, OR"? N(R'?),, CN, O-COA,
-[C(R"?);],COOR?, O-[C(R?),],COOR"?, SO3H,
-[C(R™);]nAr, -CO-Ar, O-[C(R"?),],Ar, -[C(R"?),].Het,
-[C(R"?)2].C=CH, O-[C(R"?)2],C=CH, -[C(R"?);],CON(R?),,
-[C(R™)2]n\CONR™N(R"?)2, O-[C(R")2],CON(R™),,
O-[C(R"?),]o,CONR'™N(R'?),, NR'?’COA, NR"2CON(R?),,
NR'?S0O,A, N(SO,A),, COR'?, S(O)mAr, SO,NR'2 oder
S(O)mA,

R® und R* zusammen auch CH=CH-CH=CH,

R®und R* R” und R®

oder R® und R® zusammen auch Alkylen mit 3, 4 oder 5 C-Atomen,
worin eine oder zwei CH,-Gruppen durch Sauerstoff ersetzt sein
kénnen,

A unverzweigtes oder verzweigtes Alkyl mit 1-6 C-Atomen,
worin 1-7 H-Atome durch F ersetzt sein kénnen,
oder cylisches Alkyl mit 3-7 C-Atomen,

Ar unsubstituiertes oder ein-, zwei- oder dreifach durch Hal, A,
OR'?, N(R'?),, NO,, CN, Phenyl, CON(R'2),, NR'2COA,
NR'CON(R™),, NR'2S0,A, COR™2, SO,N(R'?)2, S(O)mA,
-[C(R"?),],-COOR™ und/oder —O[C(R"?),],-COOR "2
substituiertes Phenyl, Naphthyl oder Biphenyl,

Het einen ein- oder zweikernigen gestattigten, ungeséttigten oder
aromatischen Heterocyclus mit 1 bis 4 N-, O- und/oder S-Atomen,
der ein-, zwei- oder dreifach durch Hal, A, OR'?, N(R'?),, NO,, CN,

COOR'?, CON(R'?),, NR"?COA,
-22.



WO 2009/103484 PCT/EP2009/001099

NR'S0,A, COR", SO;NR™, S(O)mA, =S, =NR"? und/oder
=0 (Carbonylsauerstoff) substituiert sein kann,
R'?  HoderA,
Hal F, CI, Br oder |,
m 0, 1 oder 2,
n 0, 1, 2 oder 3,
o] 1,2 oder 3
bedeuten, zur Prophylaxe und/oder Behandlung von viralen
Erkrankungen und/oder Karzinomen sowie ihre pharmazeutisch
verwendbaren Tautomere, Salze, Stereoisomere und die Enantiomeren,

einschliellich deren Mischungen in allen Verhaltnissen.

Verbindungen nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass die
Verbindungen aus 4-Hydroxy-2-ethyl-3-methyl-benzoesaure-N’-[2-
hydroxy-2-(3,4-difluor-phenyl)-acetyl]-hydrazid und 2-Ethyl-4-hydroxy-3-
methyl-benzoesaure-N'-[2-(3,5-difluor-phenyl)-2-hydroxy-acetyl]-hydrazid

ausgewahlt sind.

Verbindungen nach Anspruch 2 oder 3, dadurch gekennzeichnet, dass
die viralen Erkrankungen aus der Gruppe lymphozytéare Choriomeningitis,
virale Hepatitis, virale Myocarditis, Aids, Herpes, Papilloma und virale

Lungenentziindung ausgewahit sind.

Verbindungen nach Anspruch 2 oder 3, dadurch gekennzeichnet, dass
die Karzinome aus der Gruppe Colonkarzinom, Mammakarzinom,

Magenkarzinom und Lungenkarzinom ausgewahilt sind.
Verwendung von Verbindungen nach einem der vorhergehenden

Anspriche zur Herstellung eines Arzneimittels zur Prophylaxe und/oder

Behandlung von viralen Erkrankungen und/oder Karzinomen.
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